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RESUMEN  
 
Esta investigación tuvo como objetivo determinar la actividad inhibitoria sobre las enzimas 
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE), por parte de la fracción alcaloidal de 
Phaedranassa cuencana (Amaryllidaceae). Se obtuvo el extracto alcaloidal del bulbo seco de P. 
cuencana a partir de una maceración con metanol, y el posterior uso de solventes orgánicos (éter 
etílico y acetato de etilo), además de cambios de pH, alcanzando un rendimiento de 0,137%. 
Posteriormente, los alcaloides se separaron e identificaron mediante cromatografía de gases acoplada 
a espectrometría de masas (CG-EM). La CG-EM mostró un total de 7 alcaloides identificados, entre 
ellos licorina con 56,68%, seguido de galantamina 18,90% y sanguinina 7,25%. Y en menor 
abundancia alcaloides de tipo licorina y galantamina. La actividad inhibitoria de AChE y BuChE se 
evaluó a través del método Ellman et al. con modificaciones, utilizando como compuesto de 
referencia al alcaloide galantamina. Se determinó la inhibición enzimática de P. cuencana, 
presentando valores IC50= 1,12 ± 0,05 µg/mL, para AChE; resultado muy cercano al compuesto de 
referencia galantamina, el cual presenta un IC50= 0,3 ± 0,02 µg/mL. Por otro lugar, la inhibición que 
presentó para BuChE, fue IC50= 21,53 ± 1,64 µg/mL, observando que presenta menor actividad que 
la galantamina, IC50= 5,00 ± 0,36 µg/mL. Se pudo notar con estos resultados que, si bien su actividad 
inhibitoria es menor al compuesto de referencia, muestra una alta actividad inhibitoria tanto de 
acetilcolinesterasa como de butirilcolinesterasa. P. cuencana, según los resultados que se exponen, 
se considera una especie vegetal con alto potencial para el tratamiento de la de la enfermedad de 
Alzheimer; por ello, se recomienda estudios tanto fitoquímicos, farmacológicos como toxicológicos 
de la misma.  
 
 
Palabras clave: <BIOQUÍMICA>, <FITOQUÍMICA>, <EXTRACTO DE ALCALOIDES>,   
<BULBO (Phaedranassa cuencana)>, <AMARYLLIDACEAE>, <COLINESTERASAS>, 
<ACTIVIDAD INHIBITORIA>, <ENFERMEDAD DE ALZHEIMER>.  
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SUMMARY 
 
 
The objective of this research was to determine the inhibitory activity on the enzymes 
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE), by the alkaloidal fraction of 
Phaedranassa cuencana (Amaryllidaceae). The alkaloidal extract of the dry bulb of P. cuencana was 
obtained from a maceration with methanol, and the subsequent use of organic solvents (ethyl ether 
and ethyl acetate), in addition to pH changes, reaching a yield of 0.137%. Subsequently, the alkaloids 
were separated and identified by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). GC-
MS showed a total of 7 alkaloids, including lycorine with 56.68%, followed by galantamine 18.90%, 
and 7.25% sanguinine. And in smaller abundance  lycorine and galantamine-type alkaloids. The 
inhibitory activity of AChE and BuChE was evaluated through Ellman’s method with modifications 
using as the reference compound the alkaloid galantamine. Enzymatic inhibition of P. cuencana was 
determined presenting IC50 values 1.12 ±0.05 µg/mL for AChE, result very close to the reference 
compound galantamine, which has an IC50= 0.3 ±0.02 µg/mL. On the other hand, the inhibition  that 
was presented for BuChE, was IC50= 21.53 ±1.64 µg/mL,  observing that it presents lower  activity 
than galantamine IC50= 5.00 ±0.36 µg/mL. It was known to note with the results that, although its 
inhibitory activity is lower that the reference compound, it shows a high inhibitory activity of both 
acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase. P. cuencana according to the results are exposed, is 
considered a plant species with high potential for the treatment of Alzheimer’s disease, therefore it is 
recommended phytochemical, pharmacological, and toxicological studies of it.  
 
 
Key words: <BIOCHEMISTRY>, <PHYTOCHEMISTRY>, <EXTRACT OF ALKALOIDS>, 
<BULB (Phaedranassa cuencana)>, <AMARYLLIDACEAE>, <CHOLINESTERASES>, 
<INHIBITORY ACTIVITY>, <ALZHEIMER'S DISEASE>.  
  
INTRODUCCIÓN 
 
El Alzheimer, es una enfermedad neurodegenerativa, crónica y progresiva, que ocasiona problemas 
relacionados con la pérdida de memoria, intelecto, comportamiento, además de incapacidad de 
realizar actividades de la vida diaria (Fish et al. 2018)(Alzhermer’s association 2012) (Organización Mundial de la 
Salud, 2017). 
 
Si bien la EA, es una enfermedad que afecta de forma principal a los adultos mayores, la demencia 
no es efecto normal del envejecimiento. Según estadísticas, se dice que entre el 5 y el 8 % de la 
población de 60 años o más padece de esta enfermedad en un momento determinado (Organización 
Mundial de la Salud, 2017). 
Según la OMS, el Alzheimer alrededor del mundo afecta a unos 50 millones de personas, de estos se 
considera que un 60% habitan en países ingresos bajos y medios. Las cifras son muy preocupantes, 
pues cada año se registran unos 10 millones de nuevos casos. (Organización Mundial de la Salud, 2017). En 
el Ecuador, se dice que entre 80 mil y 100 mil personas padecen de esta enfermedad (Asamblea Nacional 
de la República del Ecuador, 2014). 
Actualmente, para el tratamiento farmacológico se usan fármacos inhibidores de la acetilcolinesterasa 
como el donepezilo, galantamina y rivastigmina (Zúñiga Santamaría et al. 2018). 
La familia de las Amaryllidaceaeas, contiene cerca de 70 géneros y 1600 especies (Acosta 2014)  y 
presenta en su perfil alcaloideo el compuesto galantamina. Éste es un alcaloide clave en la 
disminución del deterioro cognitivo, uno de los primeros síntomas en la Enfermedad del Alzheimer 
(Marcet, 2015).  
La galantamina, además de presentar actividades biológicas muy interesantes, tiene la peculiaridad 
de inhibir la acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa. Estas dos enzimas se encuentran 
normalmente en un cerebro sano, pero cuando existe la enfermedad del Alzheimer incrementan 
progresiva y considerablemente (Marcet, 2015). Por tanto, especies de la familia Amaryllidaceae pueden 
ayudar a disminuir el déficit colinérgico característico de esta enfermedad. 
El Ecuador es un país con gran biodiversidad, cuenta con muchas especies que no han sido estudiadas 
aún y que podrían tener importantes actividades biomédicas, como Phaedranassa cuencana. Esta 
especie es parte de la familia de las Amarilidáceas y podría tener en su perfil alcaloideo galantamina, 
  
además de otros metabolitos que nos ayuden en la inhibición de colinesterasas y que puedan contribuir 
en el tratamiento del Alzheimer. 
 
Esta investigación forma parte del proyecto “La Biodiversidad Iberoamericana como Fuente de 
Recursos Naturales para una Explotación Sostenible – BIFRENES” perteneciente al Programa 
Iberoamericano de Ciencia y Tecnología para el Desarrollo (CYTED). Este proyecto se centra en la 
búsqueda de especies vegetales que pertenecen a las Amaryllidaceae, con el fin de encontrar un alto 
contenido de galantamina, la cual posee una actividad inhibitoria comprobada frente a las 
colinesterasas (Bastida, et al., s.f.) y, por lo tanto, es un fármaco utilizado en el tratamiento del Alzheimer. 
El presente proyecto de investigación, se enfoca en buscar especies nativas del Ecuador que presenten 
un potencial farmacéutico contra la enfermedad del Alzheimer, y así poder utilizarlo para el beneficio 
de la población, mejorando la calidad de vida tanto del paciente como de los familiares y contribuir 
a la comunidad científica.  
  
  
OBJETIVOS 
  
Objetivo General   
  
Determinar la actividad inhibitoria de la fracción alcaloidal de P. cuencana sobre las enzimas 
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa.  
  
Objetivos Específicos   
 
 
 Extraer la fracción alcaloidal de P. cuencana, mediante una extracción basada en cambios de 
pH y uso de solventes orgánicos. 
 
 Determinar la concentración de inhibición media de P. cuencana, sobre las enzimas 
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa, a través del método modificado de Ellman et al.  
 
 Separar e identificar los alcaloides que se encuentren en P. cuencana, utilizando 
cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. 
 
  
 
  
  
CAPÍTULO I 
 
 
1. MARCO TEÓRICO REFERENCIAL  
 
1.1. Amaryllidaceae 
1.1.1.  Generalidades  
Las Amaryllidaceae son una familia de  hierbas perennes y monocotiledóneas. (Cedrón, et al., 2010) 
Sus flores son muy vistosas, pueden ser de color blancas, rojas, verdes o amarillas, por lo general no 
tienen olor y comúnmente se fusionan en la parte baja tomando la forma de un tubo ya sea largo o 
corto (Merrow; Snijman 1998) (Departamento de Ecología y Ciencias Ambientales- UDELAR, 2017). 
Se encuentra distribuida en zonas tropicales y subtropicales como: Suramérica, África y en la región 
mediterránea de Europa. 
La familia Amaryllidaceae tiene alrededor de 70 géneros y 1600 especies (Acosta 2014), entre las más 
destacadas se encuentra: Pancratium, Zephyranthes, Narcissus, Phaedranassa, Hymenocallis, 
Crinum, entre otros (Merrow, 1990). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1-1.- Geodistribución de la familia Amaryllidaceae 
Fuente: (Acosta 2014) 
 
  
La Familia de las Amaryllidaceae, es conocida por ser ornamental, ya que destaca sus colores y 
formas. Ésta tiene tres subfamilias que son Amaryllioideae, la más conocida, además de 
Agapanthoideae y Allioideae. (Departamento de Ecología y Ciencias Ambientales- UDELAR, 2017). 
Amaryllidaceae, presenta alcaloides con propiedades farmacológicas y biológicas, como la 
galantamina, alcaloide exclusivo de esta familia, este compuesto fue aislado por primera vez de las 
especies de Galanthus, y es considerado un inhibidor selectivo, reversible y competitivo de la 
acetilcolinesterasa de larga duración, por lo que se lo utiliza para el tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer (Bastidas, et al., 2011). 
 
1.1.1. Alcaloides presentes en Amaryllidaceae 
Esta familia de plantas se caracteriza por tener alcaloides de tipo isoquinolina. Se han aislado 
alrededor de 300 alcaloides diferentes, según su estructura, éstos varían considerablemente, pero se 
dice que están relacionados biogenéticamente. Por la variabilidad estructural que presentan, han sido 
clasificados en 9 tipos: norbeladina, licorina, homolicorina, crinina, haemantamina, narciclasina, 
tazetina, montanina y galantamina (figura 2-1). (Bastida et al. 2011). 
 
 
  
 
Figura 2-1. Clasificación de los alcaloides presentes en Amaryllidaceae. 
Fuente: (Bastida et al. 2011) 
 
1.1.2. Amaryllidaceae en Ecuador 
En Ecuador se han encontrado 36 especies de Amaryllidaceae, de las cuales 12 son endémicas. Dentro 
de ellas podemos encontrar a: P. cinérea, P. dubia, P. brevifolia, P. tungurague, P. cuencana, 
Eucharis grandiflora, E. formosa, E. moorei, entre otras (Minga et al. 2015) (Merrow, et al., 2015). 
 
1.1.3. Phaedranassa cuencana 
P. cuencana fue descrita por primera vez en el año 2015, es conocida comúnmente como urco cebolla 
o cebolla del cerro y se caracteriza por tener una gran potencial ornamental (Minga et al. 2015). 
P. cuencana tiene forma tubular y carnosa, cada flor presenta 6 pétalos de color rojo con los bordes 
distales de color verde oscuro; además, de bordes pálidos amarillos verdosos. Su bulbo es ancho y de 
color blanco entero. 
La semilla es de color café oscura o negra y por lo general son planas (Minga et al. 2015).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-1. Phaedranassa cuencana. A. Inflorescencia. B. Hábit vegetal. C. Flor abierta 
mostrando estambres. D. Hoja, lado adaxial E. Hoja, lado abaxial y bulbo. 
Fuente:(Minga et al. 2015) 
 
Se puede encontrar en acantilados y carreteras del sur de Ecuador, en la provincia de Azuay y el límite 
con Cañar. P. cuencana ha sobrevivido a la deforestación, incendios, construcciones hechas por el 
hombre, etc.  (Minga et al. 2015). 
A pesar de todos los inconvenientes que ha tenido esta especie e incluso estar considerada en peligro 
de extinción, no se encuentra dentro del Sistema de Áreas Protegidas (Minga et al. 2015). 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4-1. Geodistribución de Phaedranassa cuencana. 
Fuente: (Minga et al. 2015) 
 
1.2. Demencia  
Demencia se compone del prefijo, “de” que significa ausencia y “mens” alma, espíritu o inteligencia; 
ésta es una manera de describir a una persona que ha perdido la capacidad de auto-manejo (Acosta et al. 
2012). 
Esta enfermedad es de tipo cognitivo-conductual, pues hay desajustes de comportamiento y no sólo 
mentales. 
La principal demencia que afecta alrededor de mundo es la enfermedad del Alzheimer, 
aproximadamente al 60% de la población de mayores de 65 años (Alzhermer’s association 2012) 
(Organización Mundial de la Salud, 2017). 
 
1.2.1. Enfermedad de Alzheimer y su historia 
El Alzheimer, es el principal tipo de demencia a nivel mundial, presenta neurodegeneración grave, el 
primer síntoma y el más alarmante es la pérdida de memoria. Presenta además otros síntomas como 
alteración del comportamiento e incapacidad de realizar actividades de la vida diaria que antes no le 
demandaban mucho esfuerzo (Fish et al. 2018; Alzhermer’s association 2012). 
La primera vez que se describió este tipo de demencia, lo hizo el médico, psiquiatra, Alois Alzheimer 
en el año de 1901, quien tuvo una paciente Auguste Deter, de 51 años de edad que presentaba pérdida 
  
de memoria y confusiones, alucinaciones e incluso con el tiempo, perdió la capacidad de hacer cosas 
habituales para ella  (Singh et al. 2013). 
Tras haberla analizado durante años, en 1906 Auguste, falleció lo que le permitió a Alois, estudiar el 
cerebro y de esta manera llego a la conclusión que éste presentaba similitudes con un anciano con 
demencia senil, además de reconocer unas placas esféricas que hoy en día las conocemos como placas 
beta-amiloideas (Singh et al. 2013) (Alzheimer360, 2017). 
 
1.2.2. Hipótesis colinérgica 
La hipótesis colinérgica, se basa principalmente en la pérdida de neuronas colinérgicas, que afectan 
áreas del cerebro que están relacionadas con la memoria (Singh et al. 2013). 
La disminución del neurotransmisor acetilcolina, en el cerebro de un paciente con Alzheimer, se 
produce por una mayor actividad de acetilcolinesterasa, enzima que hidroliza al neurotransmisor, 
produciendo una degradación aumentada de acetilcolina (Singh et al. 2013). 
La disminución de este neurotransmisor está asociado a la pérdida de memoria progresiva, es por ello 
que la ciencia ha realizado investigaciones, que permitan la inhibición de acetilcolinesterasa, 
incrementando acetilcolina en el espacio sináptico (Singh et al. 2013). 
 
Figura 5-1. Hipótesis colinérgica 
Fuente: (Singh et al. 2013) 
  
  
1.2.2.1. Acetilcolinesterasa 
Esta enzima es parte de la familia de proteínas α/β hidrolasas, enzimas que tienen similitudes en la 
parte estructural, incluye también a las carboxilasas, lipasas y colinesterasas. 
La acetilcolinesterasa hidroliza a la acetilcolina durante la sinapsis colinérgica (Singh et al. 2013). 
 
En los pacientes que presentan Alzheimer, esta enzima se incrementa considerablemente, además de 
que influye en la agregación de péptido Aβ, formando así placas amiloides y ovillos neurofibrilares.  
(Singh et al. 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Figura 6-1. Representación de sitios de acción de acetilcolinesterasa 
   Fuente: (Singh et al. 2013) 
 
1.2.2.2. Butirilcolinesterasa 
Enzima perteneciente al grupo de las hidrolasas, presenta menor especificidad que la AChE para 
hidrolizar a la acetilcolina, pero mayor afinidad por la succinilcolina. Esta succinilcolina se 
metaboliza en el hígado, cuando se presenta algún daño a nivel hepático (Chigurupati, et al., 2016). 
 
1.2.3. Hipótesis amiloidea 
Esta teoría se basa principalmente en la formación de unas placas que se caracterizan por contener 
una proteína llamada “beta amiloide”, estas pueden destruir y dañar las células del cerebro de muchas 
maneras, e incluso afectar en la sinapsis. Sin embargo, aún es desconocido la muerte de las neuronas, 
pero la acumulación de estas placas son la principal sospecha (Alvarado, 2012)(Singh et al. 2013). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7-1. Neuronas en un cerebro sano y neuronas en un cerebro con EA- Hipótesis amiloidea 
Fuente: (Alvarado, 2012) 
 
1.2.4. Hipótesis de proteínas tau 
Para que el cerebro funcione correctamente, depende de un sistema interno y transporte, éste 
transporta nutrientes a lo largo de todas las prolongaciones. Todo este sistema necesita de las proteínas 
“tau”; esta proteína se encuentra presente el sistema estabilizando a los microtúbulos. Cuando la tau 
se altera (hiperfosforila), empieza a formar ovillos anormales, que dan lugar a una desintegración de 
los microtúbulos, provocando un fallo en el transporte, lo que tiene gran importancia ya que se 
produce fallos en la comunicación, disminución y muerte neuronal (Romano, et al., 2007) (Singh et al. 2013). 
 
 
  
 
 
 
 
  
 
Figura 8-1. Neuronas en un cerebro sano y neuronas en un cerebro con EA- Hipótesis tau 
Fuente: (Alvarado, 2012) 
 
1.2.5. Tipos de Alzheimer. 
Existen dos tipos de Enfermedad de Alzheimer (Singh et al. 2013). 
 Enfermedad del Alzheimer esporádica: incremento de la muerte neuronal, por lo tanto, un 
declive paulatino de la cognición. 
 Enfermedad del Alzheimer familiar: se produce de una manera mucho más acelerada, 
presenta mutaciones en la proteína precursora amiloidea (APP), Apolipoproteína E4, 
presenilina-1 y presenilina-2 (PS1 y PS2) y el receptor 1 relacionado con sortilina (SORL1) 
 
1.2.6. Fases del Alzheimer  
La Enfermedad del Alzheimer se puede clasificar en tres fases: (Universidad Internacional de Valencia, 2017). 
 Leve: los síntomas son ligeros, los pacientes, presentan olvidos cotidianos, necesitan 
supervisión solamente en actividades complejas, pues aún mantienen su autonomía. 
 Moderada: el paciente depende de una persona que lo cuide y que lo ayude a realizar 
actividades cotidianas. No puede recordar datos personales y comprender lo que se le explica 
es muy complicado. 
 Avanzados: el paciente es absolutamente dependiente. Ya no logra reconocer a quien lo 
rodea, ni siquiera a él mismo. 
 
1.2.7. Síntomas  
La EA, se caracteriza por un déficit gradual y progresivo del área de la cognición en el cerebro, 
además, afecta áreas del cerebro que regulan el aprendizaje, memoria, atención y emocional.  Los 
síntomas incluyen: (Singh et al. 2013). 
 Pérdida de memoria (dificultad de recordar información reciente) 
 Alteración en el humor y comportamiento 
 Problemas de lenguaje 
 Dificultad de Praxis (incapacidad de aprender algo nuevo) 
 Déficit de atención  
  
1.2.8. Factores de riesgo 
En la tabla 1-1 se detallan los principales factores de riesgo que afectan el Alzheimer se encuentran 
los siguientes 
Tabla 1-1. Factores de riesgo de la Enfermedad del Alzheimer 
Factores de Riesgo Descripción  
Edad Principal factor de riesgo en la EA, pues a mayor edad, mayor riesgo de 
enfermedad 
Sexo  Mayor incidencia en mujeres que en hombres, esto se debe en parte a que tienen 
una vida más larga. 
Estilo de vida  Tabaquismo, falta de ejercicio, obesidad. 
Historia familiar  Alrededor de un 40% de los sujetos afectados de EA presentan una incidencia 
familiar de demencia. 
Dieta  Una dieta con un consumo alto en antioxidantes, suplementos dietéticos, parece ser 
un neuroprotector. 
 
Fuente: (Barranco-Quintana, et al., 2015) 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
 
1.2.9. Tipos tratamiento  
 
1.2.9.1 Tratamiento farmacológico 
Para el tratamiento farmacológico se ha probado la eficacia de los inhibidores de la 
acetilcolinesterasa, lo que provocan estos medicamentos es incremento de acetilcolina, 
neurotransmisor que se ve disminuido en el cerebro, responsable de la EA, según la hipótesis 
colinérgica (Zhan et al., 2017, p. 3).  
El consumo de vitaminas como B6, B12 y ácido fólico ayudan a que las funciones cognitivas se 
mantengan (Romano, et al., 2007). 
 
1.2.9.2. Inhibidores de la acetilcolinesterasa. 
 
Se denominan inhibidores de la acetilcolinesterasa, al grupo de fármacos que bloquean la acción de 
las enzimas colinesterasas, provocando un incremento de acetilcolina en el espacio sináptico (Wang y 
Zhang 2018). 
Estos medicamentos logran resultados clínicos limitados, pero contribuyen a ralentizar la enfermedad 
del Alzheimer. Los inhibidores de las colinesterasas más conocidos son: donezepilo, rivastigmina y 
galantamina (Wang y Zhang 2018). 
 
  
1.2.9.3. Galantamina  
 
La galantamina es un alcaloide que fue aislado de Galanthus woronowii (Amaryllidaceae) en el año 
de 1952 (Zhan et al., 2017, p. 3). 
La FDA ha aprobado a la galantamina como uno de los 5 medicamentos para el tratamiento paliativo 
de la enfermedad del Alzheimer, tiene como mecanismo de acción ser inhibidor selectivo, 
competitivo y reversible de las colinesterasas cerebrales  (Zhan et al., 2017, p. 3). 
Se ha comprobado también que el uso prolongado de este medicamento, es tolerado de buena manera, 
no genera efectos adversos graves. Es por ello que este alcaloide es bien utilizado para tratar la EA 
(Zhan et al., 2017, p. 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Figura 9-1. Estructura de la Galantamina. 
         Fuente:(Bergoñon Fuster 1994) 
 
1.2.10. Tratamiento no farmacológico 
El tratamiento no farmacológico para el Alzheimer, también llamada terapia blanda, ésta, no busca la 
cura de esta enfermedad, más bien la psicoestimulación, para conseguir cambios en la conducta del 
paciente, tratando de minimizar el déficit, además de rehabilitar las funciones cognitivas (Brenes, 2018). 
 
1.3. Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de masas 
 
Es un  método considerado como una herramienta clave para separar, identificar y separar 
componentes ya sean volátiles o semivolátiles de una muestra (Gutiérrez and Droguet, 2002). 
Esta técnica suele ser utilizada para confirmar la presencia o ausencia de un compuesto determinado, 
se lleva a cabo mediante el cotejo de un cromatograma de una sustancia pura, siempre y cuando la 
obtención de las dos sustancias haya sido bajo las mismas condiciones (Gutiérrez and Droguet, 2002). 
  
 
1.3.1. Cromatografía de gases 
Técnica de separación, que tiene como característica obtener la disociación de componente de una 
muestra problema. El problema con este método es que, ya separada la muestra, detectado los 
componentes, el único dato que conseguimos es el tiempo de retención de los correspondientes picos 
cromatográficos. Esta información no es apta para una identificación adecuada, más aún cuando el 
análisis se lo haga a muestras con muchos componentes (Gutiérrez and Droguet, 2002). 
 
1.3.2. Espectrometría de masas 
La Espectrometría de masas tiene la capacidad de identificar casi sin equivocaciones cualquier 
sustancia en estado puro, pero cuando los compuestos de la muestra no están separados previamente, 
se vuelve casi imposible identificarlo, pues el espectro que se conseguirá será de extrema complejidad 
(Gutiérrez and Droguet, 2002). 
Entonces, se puede decir que mucho mejor es este método acoplado de análisis cualitativo, pues al 
combinar CG (Cromatografía de gases) con EM (Espectrometría de Masas), forman una técnica 
acoplada de CG-EM, y con este procedimiento se une la capacidad de separación de la cromatografía 
de gases, como la técnica de identificación de la espectrometría de masas, pudiendo así separar e 
identificar mezclas complejas, utilizando pequeñas cantidades de muestra (Gutiérrez and Droguet, 2002). 
  
  
1.4. Método Ellman  
 
El método Ellman, es una técnica fotométrica muy sensible, se utiliza para medir la actividad 
enzimática de la acetilcolinesterasa, mediante el cambio de coloración amarillento que se produce 
cuando la tiocolina interacciona con ditiobisnitrobenzoato como se muestra en figura 10-1 (Ellman, 
1961). 
 
 
Figura 10-1. Reacción esquemática del método de Ellman 
Fuente: (Ellman, 1961) 
 
 
Para poder realizar la medición de la coloración amarilla, se utiliza un Espectrofotómetro UV-visible, 
a una longitud de onda de 405 nm  (Ellman, 1961). 
Al ser muy sensible este método, podemos utilizarlo con pequeñas cantidades de tejido o bajas 
concentraciones de enzima. Por lo tanto, permite el estudio meticuloso de la actividad de 
acetilcolinesterasa, ya que a medida que avanza la hidrólisis de esta enzima; se puede medir por medio 
de la aparición del producto de la reacción (Ellman, 1961). 
  
CAPÍTULO II 
 
   
2. METODOLOGÍA  
 
 2.1. Diseño de Estudio 
Esta investigación es un diseño experimental que tiene como finalidad la evaluación de la actividad 
inhibitoria de las enzimas AChE y BuChE por parte del extracto de alcaloides de bulbos de P. 
cuencana. 
 
2.1.1. Unidad de análisis. 
La unidad de análisis del presente trabajo fue el extracto alcaloidal obtenido de los bulbos de P. 
cuencana. 
 
2.1.2. Población a Estudiar 
Bulbos de P. cuencana. 
 
 2.1.3. Cantidad de Muestra  
 3 bulbos frescos de P. cuencana fueron recolectados por medio de un muestreo aleatorio simple. 
 
2.2 Lugar de recolección del material vegetal  
El lugar de recolección de P. cuencana fue la provincia de Azuay, cantón Cuenca, comunidad de 
Padre Urco. Tanto la recolección como investigación de la especie se realizó bajo Contrato Marco de 
Acceso a Recursos Genéticos "LA BIODIVERSIDAD DE AMARYLLIDACEAE COMO FUENTE 
DE RECURSOS NATURALES PARA SU EXPLOTACIÓN SOSTENIBLE" (No. MAE-DNB-CM-
2015-0054). Además, se transportó el material vegetal desde su lugar de origen hasta la ESPOCH con 
la Orden de Movilización de Vida Silvestre No.142-DPA-MA-2018. 
2.2.1 Selección de Muestra 
Para la recolección del material vegetal se tomaron en cuenta los siguientes criterios:  
  
 
 Criterios de inclusión: se procedió a seleccionar a las mejores especies vegetales, es decir a 
las que a simple vista presenten vitalidad y buen estado. 
 
 Criterios de exclusión: se descartó a aquellas plantas que presentaron daños en su superficie 
ya sea por descomposición, acción de animales, clima, o contaminación microbiana. 
 
2.3.  Área de investigación  
Este trabajo de investigación se realizó en el cantón Riobamba, ubicado provincia de Chimborazo, 
concretamente en el Laboratorio de Productos Naturales (Facultad de Ciencias) de la ESPOCH, como 
parte del Grupo de Investigación de Productos Naturales y Farmacia (GIPRONAF). 
Paralelamente, la Universidad de Barcelona (España) colaboró en esta investigación, realizando los 
análisis de identificación de alcaloides.   
  
2.4.  Determinación de la identidad del material vegetal  
La determinación de la identidad de P. cuencana fue realizada por la Dra. Nora Oleas, botánica a 
cargo del Herbario de la Universidad Técnica Indoamérica (Quito - Ecuador). 
  
2.5.  Materiales, equipos y reactivos   
  
2.5.1. Material vegetal 
200 g de bulbos frescos de P. cuencana.  
  
  
2.5.2. Equipos  
 
Tabla 1-2. Equipos utilizados en la investigación 
Procesos Equipos 
 
 
Preparación del material vegetal  
 Estufa con extracción de aire RedLine by Binder 
Molino Arthur H. Thomas C.O 
Balanza analítica HDM 
 
Obtención del extracto alcaloidal 
Sonicador 
Rotavapor 
Sorbona 
pH-metro 
 
Preparación de reactivos  
Agitador magnético 
Sorbona  
pH-metro 
Agitador Vórtex 
Conservación de reactivos  Refrigerador  
Congelador (-20° C) 
 
Determinación de la actividad inhibitoria  de las 
enzimas colinesterasas  
Agitador Vórtex 
Computador  
Cronómetro  
Centrífuga  
Lector de Microplacas Thermo Scientific 
Identificación de alcaloides  Cromatógrafo de gases acoplado a espectrómetro de masas 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
2.5.3 Materiales y Reactivos 
 
Tabla 2-2. Materiales y Reactivos usados en las diferentes etapas de investigación 
Cantidad Material Etapa Reactivos 
3 Balón de aforo de 100 mL   
 
 
 
 
Preparación de reactivos 
 
 
 
 
 Ácido clorhídrico 
HCl 0,5 N 
 Hidróxido de sodio 
NaOH 0,5 N 
 
1 Balón de aforo de 500 mL  
1 Probeta  de 100 mL 
1 Pipeta graduada de 10 mL 
1 Pipeta graduada de 5 mL 
2 Matraz de 1000 mL 
1 Espátula 
1 Microespátula 
4 Frascos ámbar de 500 mL  
1 Frasco ámbar de 1000 mL Obtención del extracto 
crudo 
Metanol CH3-OH 
1 Probeta de 1000 mL   
 
 
 
 1 Probeta de 100 mL  
  
1 Papel filtro  
 
 
Obtención de extracto 
alcaloidal 
 Ácido sulfúrico H2SO4 
(2 % v/v) 
 Éter etílico (C2H5) 
 Hidróxido de amonio 
NH4OH (25 % v/v) 
 Acetato de etilo 
C4H8O2 
 Sulfato de Sodio 
Anhidro Na2SO4 
 Goma arábiga  
2 Vaso de Precipitación de 
500 mL  
2 Vaso de precipitación de 
250 mL  
1 Balón de rotavapor de 500 
mL 
1 Embudo de separación de 
500 mL  
1 Frasco de vidrio tipo vial de 
5 mL  
1 Desecador 
1 Balón de aforo de 50 mL  
 
 
 
 
 
 
Determinación de la 
actividad inhibitoria de las 
enzimas colinesterasas. 
 
 Fosfato dipotásico 
K2HPO4 8 Mm 
 Bifosfato de sodio 
NaH2PO4 2,3 mM 
 Cloruro de Sodio 
NaCl 0,15 M 
 Fosfato de dísodio 
Na2HPO4 
 Ácido 5,5,-ditio-bis-
(2-nitrobenzoico) 
DTNB 
 Yoduro de 
acetiltiocolina ATC 
 Yoduro de 
butirilcolina 
 Acetilcolinesterasa de 
Electrophorus 
electricus 
 Butirilcolinesterasa 
de suero de equino 
 Galantamina 
 Agua desionizada  
1 Microespátula 
150 Tubos Eppendorf 5 mL 
150 Tubos Eppendorf 0,5 mL 
1 Tubo de plástico graduado 
de 40 mL 
2 Tubos plásticos graduados 
de 4 mL 
14 Tubos graduados falcon de 
2 mL 
1000 Puntas azules para 
micropipeta 
2000  Puntas amarillas para 
micropipetas 
1 Microplaca de 96 pocillos 
1 Dispensador de líquidos 
para pipeta Multicanal 
4 Bloques de hielo 
2 Rollos de papel tipo toalla 
- Papel aluminio 
1 Piseta  
  
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
 
 
 
  
2.6. Procesos y métodos 
 
2.6.1. Acondicionamiento del material vegetal 
Los bulbos de Phaedranassa cuencana fueron limpiados cuidadosamente y seccionados en trozos de 
cerca de 1,5 cm; a continuación, se colocaron en una estufa de extracción de aire durante 48 horas a 
60 °C, para deshidratarlos. Posterior a esto, se trituró el material vegetal seco en un molino Arthur H. 
Thomas C.O. y se conservó en un ambiente fresco y seco. 
 
2.6.2. Extracción de alcaloides  
Luego de haber realizado el acondicionamiento de los bulbos de P. cuencana, se pesaron 20 gramos 
de material seco y, utilizando 800 mL de metanol, se maceró por 50 horas. Además, se utilizó el 
sonicador durante el proceso de maceración en intervalos de 1 a 2 horas, diariamente. 
Se filtró el macerado y se obtuvo el extracto bruto líquido; utilizando el rotavapor a una temperatura 
de 50 °C y a presión reducida, se evaporó el solvente, consiguiendo así el extracto crudo. 
Proceso de extracción de alcaloides se detalla en la figura 2-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Material vegetal seco y 
triturado (Bulbo) 
Maceración con Metanol por 72h  
Extracto Bruto  
 
Acidificación con H2SO4 (2% v/v) 
 
Extracto Bruto Ácido  
Limpieza con éter etílico (4 veces) 
Fase acuosa ácida Fase orgánica  
 
Materias 
neutras 
Basificación con NH4OH (25% v/v, pH~10) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2-1.  Esquema para la extracción de alcaloides de Phaedranassa cuencana. (Acosta, 2014) 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
Se utilizó H2SO4 (2 % v/v) para acidificar el extracto crudo, seguidamente se realizó una limpieza 
con éter etílico para eliminar las grasas, clorofilas, mucílagos y otros componentes. Se eliminó la fase 
etérea y se continuó la extracción con la fase acuosa, donde se encontraban los alcaloides con otros 
compuestos polares (Acosta, 2014) (Arango, 2008). 
Posteriormente, se añadió NH4OH (25 % v/v) a la fase acuosa ácida, hasta alcanzar un pH de 10. Se 
agregó acetato de etilo, en la cual quedaron disueltos los alcaloides en forma básica (Arango, 2008). A 
continuación, se añadió sulfato de sodio anhidro y goma arábiga para retener los residuos de agua 
presentes en el extracto. Seguidamente, se filtró y utilizando el rotavapor a 50 °C, se evaporó el 
solvente a presión reducida, obteniendo así el extracto de alcaloides.  
 
2.6.3. Separación e Identificación de alcaloides mediante (CG-EM) 
 
Para la separación e identificación de los alcaloides presentes en la especie vegetal P. cuencana, se 
utilizó el método de Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de Masas. Se utilizó un 
dispositivo Cromatógrafo de Gases Agilent, modelo 6890, acoplado a un espectrómetro de masas, 
modelo 5975, éste funciona a 70 eV y en la fuente iónica a 230 ºC. 
El aparato de cromatografía utilizado posee una columna SAPIENS-XS-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 
µm), funciona con una fase estacionaria de fenilmetilsilicona al 5 %. Los cambios de la temperatura 
que se utilizó durante el proceso fueron:  
Fase acuosa básica 
Extracción con acetato de etilo (5 veces) 
 
Fase orgánica: alcaloides 
 
Fase acuosa alcalina 
Evaporación a presión reducida 
 
Extracto purificado 
(Mezcla de Alcaloides) 
 
  
 Aumento de la temperatura desde 55 ºC hasta 100 ºC (60 ºC/min)  
 Dos minutos a 100 ºC  
 Aumento de 100 ºC hasta 180 ºC (15 ºC/min)  
 Un minuto a 180 ºC  
 Aumento de 180 ºC hasta 300ºC (5ºC/min)  
El inyector trabajó a 280 °C, con un flujo de helio de 0,8 ml/min, además, para incrementar la 
sensibilidad de este método, se usó splitless, el cual permite una mayor eficacia en comparación a 
otras técnicas de inyección (Olguín & Rodríguez, 2004). 
Se utilizó como referencia a la codeína (0,05 mg/mL). En el análisis de datos se ocupó el software 
AMDIS 2.71 (NIST), éste aportó para corroborar la pureza de las señales y establecer los índices de 
retención. 
 
2.7. Preparación de soluciones 
 
2.7.1. Reactivos  
 
Tabla 3-2. Reactivos para alcanzar pH de PBS y Solución Salina  
Soluciones  Concentración 
NAOH  0,5 N 
HCl  0,5 N 
      Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
 Solución Salina (Na2HPO4)  
La solución salina se elaboró pesando Na2HPO4 a una concentración de 0,04 M, posteriormente se 
aforó a 1000 mL utilizando agua desionizada. Esta solución debe estar a un pH específico de 7,5 para 
lo que se ocupó HCl (0,5 N) en pequeñas cantidades hasta ajustarlo. 
  
  
 
 Buffer fosfato salino (PBS) 
Tabla 4-2. Reactivos ocupados en el PBS 
Reactivos Concentración 
Fosfato dipotásico (K2HPO4)  8 mM 
Bifosfato de sodio (NaH2PO4)  2,3 mM 
Cloruro de sodio (NaCl)  0,15 M 
Agua desionizada 1000 mL 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
El PBS necesita un pH de 7,5 para ajustarlo se empleó NaOH (0,5 N).  
Nota: Tanto el PBS como la solución salina fueron almacenados en frascos ámbar y conservados en 
refrigeración (4 ºC). 
 
 Ácido 5,5- ditio-bis-2- nitrobenzoico (DTNB) 
El DTNB se utilizó a una concentración de 2 mg/mL, el reactivo empleado fue D-8130, adquirido en 
la empresa Sigma-Aldrich. Se conservó a temperatura de congelación (-20 ºC). Esta solución se 
considera estable alrededor de 3 meses. 
 
 Yoduro de acetiltiocolina (ATC) 
En la preparación de ATC, se pesó yoduro de acetilcolina, a esto se agregó solución salina para 
disolverlo consiguiendo una concentración de 1,7 mg/200 μL. El reactivo empleado fue adquirido en 
la empresa Sigma-Aldrich.  Se almacenó a temperatura de congelación (-20 ºC). Esta solución se 
considera estable alrededor de 3 meses. 
 
 Yoduro de Butiriltiocolina (BTC) 
En la preparación de BTC, se pesó yoduro de butiriltiocolina, a esto se agregó solución salina para 
disolverlo, se obtuvo  una concentración de 1,9 mg/200 μL. El reactivo empleado fue adquirido en la 
empresa Sigma-Aldrich.  Se almacenó a temperatura de congelación (-20 ºC)). Esta solución se 
considera estable alrededor de 3 meses. 
 
  
2.7.2. Preparación de sustrato 
Mientras se realiza el ensayo, en un balón aforó de 25 mL, lavado, secado y forrado con papel 
aluminio con anterioridad, se debe adicionar DTNB y complementar con ATC o BTC según sea el 
ensayo que se vaya a realizar, para finalizar la preparación aforar con solución salina y se conservar 
a temperatura de 4 ºC. 
 
2.7.3 Preparación de enzimas 
 Acetilcolinesterasa (AChE) 
Para AChE se utilizó una concentración final de 0,195 U/mL y se conservó a la temperatura de 
congelación -20 ºC.  
La enzima empleada fue AChE de anguila eléctrica Electrophorus electricus (C3389). El reactivo fue 
adquirido en la empresa Sigma-Aldrich. 
 Butirilcolinesterasa (BuChE) 
 Para BuChE se utilizó una concentración final de 0,260 U/mL y se conservó a temperatura de 
congelación (-20 ºC).  
La enzima empleada fue BuChE de suero de equino (C7512). El reactivo fue adquirido en la empresa 
Sigma-Aldrich. 
 
2.8. Diluciones de galantamina  
En la elaboración de las diluciones, se empleó una tableta de galantamina de 12 mg (Buxton): el 
comprimido se trituró y se añadió PBS para disolverlo. 
Se manejó una concentración 1 mg/mL, la solución se colocó en tubos graduados Falcon; se 
almacenaron y conservaron a temperatura de refrigeración 4ºC 
Tabla 5-2. Diluciones de Galantamina 
Solución Nº Concentración 
1 1*10-3M 
2 1*10-4 M 
3 1*10-5 M 
4 0.5*10-5 M 
5 1*10-6 M 
6 0.5*10-6 M 
7 1*10-7 M 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
  
Nota: Las concentraciones son empleadas para AChE (Soluciones 2-7) y BuChE (soluciones de 1-6) 
 
 
2.9. Diluciones de extracto de alcaloides de Phaedranassa cuencana 
A partir del extracto alcaloidal de Phaedranassa cuencana, se preparó la solución madre a una 
concentración de 10 mg/mL.   
Para que la muestra se homogenice con el solvente, además, de la completa disolución de los 
alcaloides, se aplicaron baños de ultrasonido en combinación con agitador vórtex. 
Se dejó reposar la muestra con el fin de que las partículas insolubles precipiten, para los ensayos se 
tomó el sobrenadante.  
Cabe mencionar que las concentraciones utilizadas en los ensayos de inhibición enzimática fueron 
preparadas a partir de la solución madre, empleando PBS como disolvente. 
 
 Tabla 6-2. Concentraciones de Phaedranassa cuencana  
 usadas en el ensayo de inhibición de colinesterasas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
          Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
2.10. Ensayos de inhibición enzimática de colinesterasas  
Para la realización de este ensayo, se siguió el método Ellman et al. con algunas modificaciones. 
(Ellman et al., 1961); (Ortiz. Javier, 2016). Se utilizaron microplacas Eppendorf de 96 pocillos, donde se 
colocaron 50 µL del extracto alcaloidal o del estándar galantamina disueltos en PBS y 50 µL de AChE 
o BuChE disueltas en la misma solución.  
En la elaboración del blanco muestra se colocaron en los pocillos 50 µL de la muestra y 150 µL de 
PBS; para el control se tomaron 50 µL de PBS y 50 µL de enzima; finalmente para el blanco control 
se colocaron 100 µL de PBS.   
Las muestras se incubaron por 30 minutos a 21 ºC. Posteriormente, se añadieron 100 µL del sustrato 
disuelto en solución salina, tanto en la muestra como en el control y blanco control. Las absorbancias 
se leyeron a 405 nm después de cinco minutos en el lector de microplacas Thermo Scientific.  
Nº 
dilución 
Conc. (µg/mL) del 
extracto para AChE 
Conc. (µg/mL) del 
extracto para BuChE 
1 10 150 
2 5 100 
3 2,5 50 
4 1 25 
5 0,5 10 
6 0,1 5 
  
2.10.1 Cálculo de resultados 
 
 Porcentaje de inhibición 
Se calcula mediante la fórmula: 
                                                                    %I=100 - 
𝑀−𝐵𝑀
𝐶−𝐵𝐶
 𝑋 100 
 
En donde: 
 
M:    Lectura de absorbancia de muestra 
C:    Lectura de absorbancia de control 
BM:   Lectura de absorbancia de blanco muestra 
BC:  Lectura de absorbancia de blanco control 
 
 Concentración inhibición media (IC50) 
Para obtener el IC50, se hizo una gráfica de ecuación de la recta, en la cual se utilizó promedios de % 
de inhibición calculado (eje de ordenadas) y las concentraciones de los extractos usados (eje de 
abscisas); una vez derivada la línea de tendencia logarítmica con su respectiva ecuación. 
Con los datos obtenidos, se calculó el IC50, el cual representa la concentración de extracto que inhibe 
un 50 % las enzimas. 
El IC50 es consecuencia del promedio ± la desviación estándar de tres repeticiones individuales. 
 
    
  
CAPÍTULO III 
 
 
3. ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Obtención del extracto alcaloidal de Phaedranassa cuencana 
 
Se pesaron 20 gramos de muestra seca de P. cuencana, después del proceso de maceración y 
extracción se obtuvieron 27,4 mg de extracto rico en alcaloides, obteniendo un rendimiento de 0,137 
%.  
El porcentaje de rendimiento permite medir la efectividad de un procedimiento de síntesis (Pérez, 
2009). Al comparar el rendimiento obtenido de P. cuencana con otras especies endémicas de Ecuador 
como P. cinérea 0,11 %, P. tunguraguae 0,15 % P. dubia 0,2 %, P. glaucifora 0,3 %, se puede 
observar que los valores se encuentran muy cercanos y que no existe una diferencia considerable. 
(Inca, 2017; Baldeón, 2018; Montero, 2018; Salazar, 2017). 
Tabla 1-3. Resultados de la preparación del extracto de Phaedranassa cuencana. 
 
Material vegetal Muestra seca 
(g) 
Volumen de 
metanol (mL) 
Extracto rico en 
alcaloides (mg) 
% Rendimiento 
Bulbos de 
Phaedranassa 
cuencana 
 
20 g 
 
800 mL 
 
27,4 mg 
 
0,137 % 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
3.2 Cromatografía de Gases acoplada a Espectrometría de Masas 
En la tabla 2-3 se presentan los resultados arrojados de la CG-EM del estudio realizado a P. cuencana. 
  
  
Tabla 2-3. Alcaloides reconocidos en el extracto purificado del bulbo de Phaedranassa cuencana, a 
través de CG-EM. 
Alcaloides Rt RI % Total 
Galantamina 22,256 2386,0 18,90 
Sanguinina 22,529 2403,1 7,25 
N-demetilgalantamina 22,906 2428,3 <0,1 
Codeína* 22,950 2431,3 17,17 
Anhidrolicorina 23,983 2500,5 <0,1 
11,12-
dehidroanhidrolicorina 
25,538 2604,8 <0,1 
1-O-acetil-licorina 27,027 2704,5 <0,1 
Licorina 27,598 2742,9 56,68 
 
Rt: tiempo de retención RI: índice de retención %Total: porcentaje total de los alcaloides presentes en Phaedranassa cuencana.  
*  Compuesto de Referencia 
Fuente: Universitat de Barcelona 
Realizado por: Luciana Tallini, 2019 
 
En los resultados obtenidos de la técnica de CG- EM realizado al extracto alcaloidal de P. cuencana, 
presenta un total de 7 alcaloides identificados, siendo el alcaloide más representativo la licorina con 
un 56,68 %. 
Licorina es uno de los alcaloides más abundantes de la familia de las Amaryllidaceae; es un 
metabolito importante a nivel farmacológico y biomédico, ya que presenta una gran actividad 
antiviral frente a la poliomelitits, coxsackie y herpes tipo 1 (Cabezas et al., 2013). 
Además, tiene actividad considerable como inhibidor de la acetilcolinesterasa, pudiendo ser utilizado 
en el tratamiento del Alzheimer, posee también actividad antifúngica contra Candida albicans; 
antiparasitaria, antibacteriana, emética, antitumoral, antiinflamatoria, antiplaquetaria y antifertil. 
(Acosta, 2014) (Cabezas et al., 2013). 
Un estudio in silico de licorina demuestra que posee una gran biodisponibilidad oral; además, los 
ensayos de toxicidad muestran que no causa alteraciones en el material genético provocando 
mutagenicidad, tumorigenicidad, irritación o efectos de reproducción celular (Bendaif et al., 2018). 
El segundo metabolito más abundante fue galantamina (18,90 %), este compuesto es muy importante 
ya que presenta una acción prolongada, es selectivo, reversible, competitivo y posee una alta 
biodisponibilidad; su acción inhibidora de la acetilcolinesterasa, hace que los niveles colinérgicos 
cerebrales se incrementen, lo que lo vuelve muy útil para el tratamiento del Alzheimer (Sanchez et al., 
2011)(López et al., 2002). 
  
Uno de los efectos positivos más notables de galantamina es la mejoría de la cognición y la calidad 
de vida de pacientes con EA, pues el individuo puede realizar sus actividades diarias de forma normal 
(Cahlíková et al., 2012). 
P. cuencana presentó además otros alcaloides como sanguinina (7,25 %), anhidrolicorina (<0,1 %),  
N-demetilgalantamina (<0,1 %), 11,12-dehidroanhidrolicorina (<0,1 %), 1-O-acetil-licorina.  
La sanguinina (9-O-demetilgalanamina), ha mostrado ser un inhibidor 10 veces más poderoso que la 
misma galantamina in vitro, el grupo hidroxilo adicional que posee este compuesto, puede explicar 
la fuerte actividad inhibitoria de este compuesto (López et al., 2002). A pesar de que la sanguinina es un 
inhibidor más potente que la galantamina, su baja abundancia natural ha impedido considerablemente 
su desarrollo como medicamento, debido a esto la búsqueda de nuevos inhibidores de la AChE con 
mejores perfiles biológicos continúa siendo de gran interés para los químicos (McNulty, et al., 2010). 
Existen alcaloides derivados de la licorina que poseen actividad inhibitoria frente a AChE como 1-
O-acetil-licorina, pues posee un IC50= 0,96 µM ± 0,04 (Nair, Aremu and Van Staden, 2011). 
En el caso del alcaloide anhidrolicorina presenta propiedades biológicas de las cuales las principales 
son inhibidor de la biosíntesis del ácido ascórbico, la inhibición del crecimiento y la división celular 
en plantas superiores, algas y levaduras. Asimismo, tiene una importante actividad antibacteriana. 
Pero la primordial cualidad de este compuesto es su actividad antitumoral (Guo et al., 2016). 
Pese a que no existe evidencia de estudios fitoquímicos de P. cuencana; se realizó una un análisis 
comparativo entre otras especies de la misma familia que son endémicas del Ecuador como P. dubia, 
P. tunguraguae, P. glauciflora, en las se pudo apreciar que en estas especies también predomina la 
licorina en porcentajes de 54,10 %; 46,97 % y 75,01 %, respectivamente (Inca, 2017; Baldeón, 2018; 
Montero, 2018). 
Cabe destacar que, respecto a la presencia de galantamina, se observa que P. cuencana (18,90 %) es 
la especie vegetal que posee mayor porcentaje de este alcaloide en relación a P. dubia (4,54 %), P. 
tunguraguae (0,36 %), P. glauciflora (<0,1 %), P. cinérea (10,24 %)  (Inca, 2017; Baldeón, 2018; Montero, 
2018; Salazar, 2017). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-3: Estructuras de los principales alcaloides presentes en el extracto alcaloidal de 
Phaedranassa cuencana (Jahn et al., 2012; Guo et al., 2016).  
Tabla 3-3. Actividades biológicas de alcaloides representativos de Phaedranassa cuencana. 
 
Alcaloides  Actividad biológica  
 
Licorina  
Inhibidor enzimático, emético, analgésico, anti-
inflamatorio, estimulante respiratorio, anticancerígeno, 
antiviral y expectorante. 
Galantamina  Inhibidor enzimático, analgésico, anticonvulsivo, 
hipotensivo, antitumoral 
Sanguinina  Potente actividad inhibitoria enzimática 
1-O- acetil- Licorina Potente actividad inhibitoria enzimática 
Anhidrolicorina Inhibidor de la biosíntesis del ácido ascórbico, inhibidor 
del crecimiento y la división celular en plantas superiores, 
algas y levaduras. Actividad antibacteriana. antitumoral 
Fuente: (López et al., 2002; Nair, Aremu and Van Staden, 2011; Jahn et al., 2012; Guo et al., 2016). 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
3.3 Actividad inhibitoria de Phaedranassa cuencana sobre AChE 
 
3.3.1. Primer screening de inhibición de Phaedranassa cuencana sobre AChE 
 
Tabla 4-3. Resultados del primer screening de inhibición de P. cuencana sobre AChE 
  
 
 
 
 
 
 *El resultado es la media de 3 repeticiones 
    Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
En la tabla 4-3 se presentan las 4 concentraciones y los porcentajes de inhibición con su respectiva 
desviación estándar obtenidos en el primer screening. 
Se puede observar que la máxima concentración del extracto de alcaloides de P. cuencana, 100 µg/mL 
tiene un porcentaje de inhibición de 93,565 ± 0,072 %; y la mínima concentración de 1 µg/mL posee 
una inhibición del 52,475 ± 0,556 %. 
Después de analizar estos resultados, se pudo determinar las 6 concentraciones con las que se realizó 
el segundo screening; las concentraciones fueron: 10; 5; 2,5; 1; 0,5; 0,1 µg/mL; con las cuales se 
obtuvo la ecuación de la recta, la misma que nos ayudará a calcular el IC50 (Cahlíková et al., 2012). 
 
3.3.2. Segundo screening de inhibición de Phaedranassa cuencana sobre AChE.  
 
En la tabla 5-3 se muestran los resultados de los porcentajes de inhibición sobre AChE. 
Tabla 5-3: Resultados del segundo screening de inhibición de P. cuencana sobre AChE. 
Concentración del extracto 
alcaloidal (µg/mL) 
Porcentajes de Inhibición de AChE 
(%) 
10 83,78 ± 0,24 
5 73,05 ± 1,58 
2,5 62,52 ± 1,28 
1 49 ± 0,63 
0,1 12,31 ± 0,48 
    Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019. 
 
En este segundo screening, se observa que a una concentración de 10 µg/mL, el porcentaje de 
inhibición es de 83,78 ± 0,24 %. Estos resultados nos proporcionan la información acerca del 
comportamiento que tiene el extracto de alcaloides de P. cuencana, frente a la enzima 
acetilcolinesterasa, además con la determinación de las concentraciones utilizadas en la tabla 5-3 se 
pudo conseguir que dos se encuentren por encima del 50 % de inhibición y dos por debajo del mismo, 
de esta manera nos aseguramos que este método sea válido (López et al., 2002). 
 
Concentración extracto de 
alcaloides (µg/mL)  
 
Porcentaje de Inhibición de 
AChE* (%) 
1  52,475 ± 0,556  
10  83,284 ± 0,583  
50  90,493 ± 0,266  
100  93,565 ± 0,072  
  
 
3.3.3 Actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Phaedranassa cuencana sobre AChE 
 
     Tabla 6-3: Inhibición del extracto alcaloidal de P. cuencana sobre AChE 
Compuesto IC50 AChE (µg/mL) 
Galantamina * 0,30 ± 0,02 
R2=  0,99 
Extracto de alcaloides de Phaedranassa cuencana 1,12 ± 0,05 
R2=  0,99 
Los resultados son la media de 3 repeticiones, * utilizado como compuesto de referencia 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
Durante esta etapa, se estableció la actividad inhibitoria del extracto de alcaloides de P. cuencana 
sobre la enzima de AChE. Los resultados de la tabla 6-3 indican que la especie vegetal estudiada 
presenta un IC50= 1,12 ± 0,05 µg/mL, el cual indica una alta actividad inhibitoria sobre AChE. 
Galantamina, utilizada como referencia, muestra un IC50= 0,30 ± 0,02 µg/mL, podemos observar 
resultados bastantes cercanos entre este alcaloide y el extracto alcaloidal de P. cuencana.  
Al no haber registros bibliográficos de P. cuencana, se comparó con otras especies endémicas del 
Ecuador: P. cinérea IC50 = 37,6 ± 0,097 µg/mL  (Salazar, 2017); P. dubia IC50 = 25,48 ± 0,3 µg/mL (Inca, 
2017); P. tunguraguae IC50 = 11,12 ± 1,87 µg/mL (Montero, 2018) y P. glauciflora IC50 = 39,94± 5,09 
µg/mL (Baldeón, 2018). Se puede observar que todas las especies de este género presentan una alta 
actividad inhibitoria sobre AChE, siendo la más destacable la acción de P. cuencana.  
La actividad inhibitoria que posee P. cuencana sobre AChE (IC50= 1,12 µM ± 0,05), puede deberse 
al perfil alcaloideo que se obtuvo a través de CG-EM, por la presencia de compuestos predominantes 
como la licorina (IC50= 213 µM ± 1) (Elgorashi, et al., 2004), la galantamina (IC50= 1,07 µM ± 0,18) 
(López et al., 2002), la sanguinina (IC50= 0,1 µM ± 0,01) (López et al., 2002), O-acetil-licorina (IC50= 0,96 
µM ± 0,04) (Nair, Aremu and Van Staden, 2011), ya que al estar combinados son mucho más potentes y 
selectivos y pueden potenciar la actividad inhibitoria. 
Se realizó una comparación con otra especie de Amaryllidaceae como el extracto alcaloidal de 
Zephyranthes carinata con un IC50 de 5,97 ± 0,24 μg/mL, en su perfil alcaloideo presenta 3-
epimacronina y licoramina, que son de interés para la inhibición de acetilcolinesterasa (Cortes et al., 
2014).  
Estos resultados nos impulsan a realizar más estudios sobre esta especie, pues presenta un gran 
potencial para tratar la Enfermedad de Alzheimer. 
  
  
 
3.4. Actividad inhibitoria de Phaedranassa cuencana sobre BuChE 
 
3.4.1 Primer screening de inhibición de Phaedranassa cuencana sobre BuChE 
En la tabla 7-3 se muestran las concentraciones y los resultados de las pruebas iniciales de la 
inhibición de BuChE sobre P. cuencana. 
Tabla 7-3. Resultados del primer screening de inhibición de P. cuencana sobre BuChE. 
 
 
 
 
 
                              
*El resultado es la media de 3 repeticiones 
     Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
Los valores que se encuentran en la tabla 7-3 muestran que a una concentración de 100 µg/ mL se 
logró inhibir un 83,72 ± 1,92 %. 
Con estos datos se resuelve utilizar las siguientes concentraciones 150; 100; 50; 25;10; 5 µg/ mL para 
el cálculo del IC50, ya que, para avalar este método, se necesitan como mínimo dos concentraciones 
por arriba y dos por debajo del 50 % de inhibición. 
 
3.4.2. Segundo screening de inhibición de Phaedranassa cuencana sobre BuChE 
En la tabla 8-3 se muestran los resultados de los porcentajes de inhibición sobre BuChE 
Tabla 8-3: Resultados del segundo screening de inhibición de P. cuencana sobre BuChE. 
Concentración del extracto 
alcaloidal (µg/mL) 
Porcentajes de Inhibición de BuChE (%) 
150 83,64 ± 1,2 
100 75,86 ± 1,58 
50 66,05 ± 1,79 
25 50,40 ± 2,24 
10 36,93 ± 6,64 
5 25,43 ± 0,29 
 *El resultado es la media de 3 repeticiones 
 Elaborado por: Tatiana Jaramillo,2019 
 
 
Concentración extracto de 
alcaloides (µg/mL)  
 
Porcentaje de Inhibición de 
BuChE* (%) 
1  4,69 ± 0,2  
10  32,78 ± 2,33 
50  65,75± 0,67  
100  83,72 ± 1,92  
  
En la tabla 8-3, se presentan los porcentajes de inhibición que posee el extracto alcaloideo de P. 
cuencana, se muestra que a una concentración de 150 µg/mL se logró obtener un porcentaje de 
inhibición máximo de 83,64 ± 1,2 % y a una concentración de 5 µg/mL, presenta un valor mínimo de 
25,43 ± 0,25 %. Se observa que la concentración es directamente proporcional al porcentaje de 
inhibición. 
3.4.3. Actividad inhibitoria del extracto alcaloidal de Phaedranassa cuencana sobre BuChE 
 
Tabla 9-3: Inhibición del extracto alcaloidal de P. cuencana sobre BuChE. 
Compuesto IC50 BuChE (µg/mL) 
Galantamina * 5,00 ± 0,36 
R2=  0,96 
Extracto de alcaloides de Phaedranassa cuencana 21,53 ± 1,64 
R2=  0,99 
Los resultados son la media de 3 repeticiones, * utilizado como compuesto de referencia 
Realizado por: Tatiana Jaramillo, 2019 
 
En la tabla 9-3 se muestran los resultados de la inhibición del extracto de P. cuencana, sobre BuChE, 
IC50 = 21,53± 1,64 µg/mL, se comparó con galantamina (compuesto de referencia) la cual presenta 
un IC50 = 5,00± 0,36 µg/mL, se observa que existe diferencia. 
 Además, se realizó un análisis comparativo con otras especies endémicas del Ecuador, de la familia 
de Amarillydaceae, como P. cinérea  IC50 = 108,505 ± 8,978 µg/mL  (Salazar, 2017) P. dubia IC50 = 
114,96 ± 4,94 µg/mL (Inca, 2017), P. tunguraguae IC50 = 64,49 ± 1,34 µg/mL (Montero, 2018), P. 
glauciflora IC50 = 323,62 ± 3,51 µg/mL (Baldeón, 2018), se ve claramente que P. cuencana, presenta 
una actividad inhibitoria alta, pues el valor de IC50 está muy cercano a los rangos que reporta 
galantamina (entre 14 y 22 µg/mL) (Ortiz. Javier, 2016). 
Conjuntamente se comparó con otras especies de la familia de Amarillydaceae como: Galanthus 
cilicicus con un IC50 de 8,14 μg/mL (Kaya et al., 2017) y Narcisus poeticus con un IC5o de 23,0 ± 1,0 
μg/mL (Bastida et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
 
 
 Se extrajo la fracción alcaloidal del bulbo de P. cuencana, mediante procesos de extracción 
basados en cambios de pH utilizando solventes obteniendo un rendimiento de extracción del 
0,137 %.   
 
 Se determinó la actividad inhibitoria sobre acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa por parte 
del extracto alcaloidal P. cuencana mediante el método de Ellman et al. con modificaciones, 
obteniendo valores de IC50 de 1,12 ± 0,05 µg/mL para AChE y de 21,53 ± 1,64 µg/mL para 
BuChE. Además, se comparó con el valor obtenido por galantamina, compuesto utilizado 
como referencia, el cual presentó valores de IC50 de 0,3 ± 0,02 µg/mL y IC50= 5,00 ± 0,36 
µg/mL para AChE y BuChE, respectivamente. Estos valores indican una alta actividad 
inhibitoria de P. cuencana sobre ambas colinesterasas.  
 
 Se obtuvo el perfil alcaloidal de P. cuencana, mediante cromatografía de gases acoplada a 
espectrometría de masas, identificándose 7 alcaloides: licorina con 56,68 %, galantamina 
18,90 %, sanguinina 7,25 % y, en menor cantidad alcaloides de tipo licorina y galantamina. 
 
  
  
RECOMENDACIONES 
 
 Se recomienda tanto el cuidado como la propagación de P. cuencana, especie endémica del 
Ecuador que se encuentra en peligro de extinción y que tiene un alto potencial farmacológico. 
 
 Es recomendable, realizar estudios fitoquímicos y farmacológicos, puesto que P. cuencana, 
posee según su perfil de alcaloides, muchas actividades biológicas, que podrían contribuir de 
manera positiva al ser humano. 
 
 Se recomienda, que durante los ensayos de inhibición (método Ellman et al, con 
modificaciones), se controle factores como la temperatura, luz, tiempos de lectura, reactivos 
y pipeteo, ya que estos pueden influir positiva o negativamente a los resultados. 
 
 Efectuar estudios de toxicidad, ya que éste es un parámetro muy importante para el desarrollo 
de medicamentos.  
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ANEXOS 
ANEXO A.- Recolección de P. cuencana. 
  
 
 
 
 
ANEXO B.- Preparación del extracto crudo a partir de bulbos de P. cuencana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            Maceración del material vegetal              Intervalos de sonicación  
 seco y triturado. 
 
 
 
 
  
  
 
ANEXO C.- Extracción de alcaloides de P. cuencana. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Filtración del extracto               Limpieza y desengrasado 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    Concentración del extracto y 
    evaporación del solvente  
  
  
ANEXO D.- Obtención del extracto puro de alcaloides de P. cuencana 
 
 
 
ANEXO E.- Prueba de inhibición de colinesterasas. 
 
 
Lector de microplacas     Microplaca de 96 pocillos 
 
  
  
ANEXO F.- Curvas de inhibición de AChE de P. cuencana; derivadas para el cálculo del IC50. Se 
asocian los % de inhibición de AChE vs. concentración del extracto alcaloidal (GFA, GFB, GFC) 
 
Gráfico FA.- Primer ensayo de inhibición de AChE del extracto alcaloidal P. cuencana. 
 
 
Gráfico FB.- Segundo ensayo de inhibición de AChE del extracto alcaloidal P. cuencana 
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Gráfico FC.- Tercer ensayo de inhibición de AChE del extracto alcaloidal Phaedranassa cuencana. 
 
ANEXO G.- Curvas de inhibición de BuChE de P. cuencana; derivadas para el cálculo del IC50. Se 
asocian los % de inhibición de BuChE vs. concentración del extracto alcaloidal (GGA, GGB, GGC) 
 
Gráfico GA.- Primer ensayo de inhibición de BuChE del extracto alcaloidal P. cuencana 
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Gráfico GB.- Segundo ensayo de inhibición de BuChE del extracto alcaloidal P. cuencana 
 
 
Gráfico GC.- Tercer ensayo de inhibición de BuChE del extracto alcaloidal P. cuencana 
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ANEXO H.- Orden de movilización de vida silvestre de P. cuencana. 
 
  
  
ANEXO I.- Contrato Marco de acceso a los Recursos genéticos del Proyecto de Investigación Científica 
denominado "La Biodiversidad de Amaryllidaceae como fuente de Recursos Naturales para su 
explotación sostenible" 
 
 
 
 
 
